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Cathepsin A 合omthe 1ive1' of squid， Dorytheuthis blekeri， was sepa1'ated into two activ巴
f1'actions (F-I and F-II) on CM剛cellu10se(CM-23) co1umn ch1'omatog1'aphy. Cathep-
sin A (F-II) w出 pa1'tiallypurified about 100-fo1d by p1'ocedures including homogena-
tion， ammonium su1fate f1'actination， ch1'omatog1'aphy on CM-cellu10se and gel ch1'oma-
tog1'aphy on Sephadex G-100. The mo1ec叫a1'weights of cathepsin A (F-I) and cathepsin 
A (F-II) we1'e estimated to be app1'oximately 107，000 and 58，000， 1'espective1y， by gel 
filt1'ation on Sephadex G-200. Isoelect1'ic focusing of cathepsin A (F-II) gave the iso-
elect1'ic point of 5.1. The enzyme was stab1e in the pH 4.9 to 5.6 1'egion. The optimum 
pH for the hyd1'o1ysis of Z欄gluぺy1'was 4.6 to 5.2. The enzyme cata1yzed the hydro1ysis 
of dipeptide de1'ivatives such as Z-glu回ty1'， Z柵glu明phe，Z岨gly-phe. Z“gly欄1euand Z-gly欄
p1'o were ha1'd1y hyd1'o1yzed. The va1ues of Km fo1' Z幽glu勺1'and Z幽glu-phewe1'e 1.5 
mM and 3.2 mM， 1'espective1y， in 0.1 M acetate buffe1'， pH 5.0， at 370C. The enzyme 
was st1'ong1y inactivated by monoiodoacetic acid， HgC12 and diisop1'opy1phosphofluo1'idate 




L-ty1'osine Cl-g1u-ty1')を特奨的に加水分解する酵素を見出し，それを cathepsinA と呼んだ.
1967年に， Iodiceら2) ~乙よって glucagon ~[対する鶏ひ臓の cathepsinAの作用について報告さ
れたが，その報告の中で cathepsinAは牛すい臓の ca1'boxypeptidaseA (Cpase A)と類似の基
質特災性を有することが示唆された.最近， ネズミ肝臓に分子量を異にする 3種類の cathepsin
Aが存在することが報告された3) また，豚じん!臨から分子量を異にする 2種類の cathepsinA 
が均一な探品として得られた4) このように，陸せい動物の組織の cathepsinA については，か
なり詳しく@f究されてきたが，水せい動物の cathepsinA ~ζ関する研究はほとんどない.水せい









CM-cel1ulose CCM-23)はWhatman社から得た.Sephadex G-25， G-100とG-200は Phar・
macia社から得た.N-carbobenzoxy--α-L-glutamyl…L--tyrosine (Z-glu--tyr)， N-carbobenzoxy-α-
L-glutamyl-L--phenylalanine (Z--glu phe)， N-carbobenzoxy-α-glycyl-L--phenylalanine (Z…gly-
phe)， N…carbobenzoxy…iYglycyl-L-leucine (Z-gly-leu)と N-carbobenzoxy…α…glycyl-L--proline
(Z-gly-pro) は援 r~r質研究奨励会(大阪市)の製1231 を使用した. p-Tosyl-L-phenylalanine chlo縛
romethane hydrochloride (TPCK)は半，JI:化学薬品(株)から得た.Diisopropyl phosphofluoridate 
(DFP)はKoch回LightLaboratoriesの製i12を使用した.給品 bovines色rumalbuminは Sigma
fJ:から，また ovalbumin，humanγ-globulinは Schwarz悶Mann社から得た.Ampholine carrier 
ampholyte (葬8141，pH 3.5-10)はLKBFar East社から購入した.他のすべての試薬は市販の
特級ないし1級品を，精製せずに使沼した.
2. 酵素活性測定
cathepsin Aの活性は， Z-glu-tyrの酵素加水分解によって生成した L-tyrosineも Mooreら
の方法o)1とよって溺製した ninhydrin試薬を剤いる Iodiceらの方法2)Iζ従って定設された.反
応混合液は， 200μJの酵素議液， 4 mM Z-glu-tyrとO.lM酢酸緩衝液 (pH5.0)からなり，その
全容量は 1.0mlであった. 皮1;協会液を 370Cで 60分間インキュベートした後， 1.0mlの
0.5 M trichloroacetic acid CTCA)を添加することによって，酵素反応を停止させた.この諮合
370Cで15分間静i置することによって，酵素を沈でんさぜた.沈でんを除去するために， ζの混
液を合液を 3，000xgで 20分間遠心分離した. その上液液から 200ftl分取して，上記の緩衝液
を用いて全容;誌が 1.0mlになるように希釈した後， ninhydrin発色させ，発色した混合液の 570
nm 1r..:Jo'ける吸光度安測定した.あらかじめレtyrosineを用いて作製して沿いた検品曲線に基っー
いて，酵素反応によって遊離した L-tyrosineの定;墜を行った. 1分間に生成する L-tyrosineの
μmole数でもって活性を表示した.なふ、， Z-gly…pro以外の dipeptideのN-carbobenzoxy誘導
体を基質として用いた場合は，すべてと記と伺じ方法lζ従った.Z-gly-proを蕊質として用いた






の carrierampholyteを選んだ.あらかじめ酵索溶液を Viskingtube (骨36/32) Iドで， 1.096 
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glycine Iζ対して透析した.平衡化された昨:京液を焦点電気泳動用カラム (110ml)のほぼ中央部
にil入し，最初は 200Vで，そして段終的には 400Vの'tE庄でどCIζ;1，，'いて481l年間焦点泳動さ
せた.泳動終了後，カラム ~j:tの内容物を 2.5ml ずつ分取した.
5. Cathepsin A (F -I)の部分的精製
すべての操作は 4-50Cで行った.
第 1段階.抽出 ヤザイカ肝臓に O.lM酢駿緩衝液 (pH5.0， 0.996 NaCl)を肝臓霊量当り 2




第 2段階.硫安分函 粗酵素溶液lζ結晶硫安を機械的lζ撹f'l¥しながら加えて 0.3飽和とした.
ζの混合液の p況を lNNaOHを用いて 5.0Iζ調整した.40CでI夜j縁故後，生成した沈でんを
除去するために 6，000xg，20分間遠心分磁を行った.得られた上iff:i夜lζ，さらに給品硫安を加え
て0.8飽和とした.一夜静陸後，同様rc6，000 x g， 20分間迷心分離を行い，生じた沈でんを集め
て必要最少容量の O.OlM酢酸緩衝液 (pH5.0)に溶解した.ζ の溶液を，あらかじめ上記の緩
衝液で平衡化して沿いた SephadexG-25のカラムを用いてろ過することによって脱盗と緩衝化
を行った.



























Fig. 1. CM-ccl1 u10~c Chromalography of Call叫)~in A (F-II). 
The crudc cnzymc solution w出 appliedlo a co1umn (2.6 x 21 cm) 01' CivI-23 
cellulose cquilibraled with 0.01 M acetatc bufrcr， pH 5.2. Elution was pcrfonned 
with a linear gradient from 0 to 0.6 M NaCl in th巴samcbuffer. Th巴 activity
assay was made by mcasuring thc absorbance at 570 nm du巴 tothe reaction of 




出を行った.mixing chamber Iこ250mlのO.OlM酢酸緩衝液 (pH5. 0)，そして reservouには
0.6M NaClを含む 250mlのO.01M酢酸緩衝液 (pH5. 0)を加えた.その溶出パターンは Fig.l
k示した.活性のピークが2カ所あり，素通り部分のt!'性ピークを F…1，0.4M NaCl濃度部分の







かじめ O.lM酢酸緩衝液 (pH5.0)で平・衡化した SephadexG-I00カラム (2.5x90cm)に添加
0.4 
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Fig.2. Sephadex G-lOO Gel Chromatography of Cathepsin A (F-II). 
The enzyme solution was applied to a column (2.5 x 90 cm) of Sephadex 
G-lOO equilibrated with 0.1 M acetate buffer， pH 5.0. An upward elむtlOn





































最少容量の O.OlM酢酸緩衝液 (pH5. 0)に溶解した.イオン強度を下げるため，この酵素溶液
を，あらかじめ0.396NaH C03で前処理をして沿いた Viskingtube (葬36/32)中で，同じ緩衝
液l乙対して透析を行った.ζζで得られた酵素溶液を部分的に精製された cath巴psinA (F -II) 





Sephadex G-200 (2.5 x 90 cm)を用いて，ゲ、ノレろ過法により cathepsinA (F-II)の分子量を
測定した.標準タンパク質として， ovalbumin (M. W. 45，000)， bovine serum albumin (M. W. 
67，000)， human r-globulin (M. W. 160，000)， 3種を用いた.その結果は Fig.3IC示した Fig.
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Fig.3. Molecular Wcight Estimation of Cathepsin A on Sephadex G-200. 
2. 等理点
A Sephadex G-200 column (2.5 x 90 cm) was equilibrated with 0.1 M 
acetate buffer， pH 5.0. Blue dextran 2000， human r-globulin， bovine 
serum albumin and ovalbumin were used as standard proteins. The 
enzyme solution and standard protein solutions wer巴separatelyapplied 
to the column and eluted with the same buffer. Fractions of 3.7 ml 
were collected. Elution wolume ve口usvoid volume (Ve/Vo) was plotted 













































The enzyme was applied to a linear sllcrose gradient column 
(110 ml) composed of 0-40% sucrose containing 1 % carrier ampholyte 
(pH 3.5-10). Elcctrofocllsing was carried out at 40C for 48 hours at 
400 V with a final cllrrent flow of 0.6 mA. Fractions of 2.5 ml werc 
col1ected and analyzed for thc enzyme activity， the protein content 
and pH. 
3. Z-glu-tyrの加水分解に及ぼす pHの影響




Fig.71乙示すように， cathepsin A (F-lI)の際索活性測定時の最適温度は 40~440C の範囲に
存在すると思われる.
5. 混度安定性
酵素活性は， 400Cでは 8696lC， 450Cでは 6096にまで低下した.Fig.8 1ζ見られるように，
cathepsin A (F-II)は350C以下で安定であると忠われる.
6. 酵素反応の経時的追跡
Fig.91と示すように， 370C， pH 5.0， 4 mM Z-glu-tyrという条件下では， 60分までは O次反応
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Acetate buffer→|←Phosphate bllffer 
pH 
EfTect of pH on Activity of Cathcpsin 
A (F-II). 
Thc cnzymc activity was determined 
with 8 mM Z-gllトtyrin 0.01 M acetate 
buffer， pH 4.0. The reaction mixture 
contained 0.2 ml of the enzymc solution， 
0.4 ml of 20 mM Z-glll-tyr solution and 
0.4 ml of 0.2 M bufTer of variOllS pH， in
a total volllme of 1.0 ml. After being 
incllbated for 2 hours at 3TC， the 
mixture was subjected to activity邸時y
(see footnote ofFig. 1). 
Acetatc bllffer-+l←Phosphate buffcr 
pH 
Fig. 6. pH-Stability of Cathepsin A (F-II). 
Thc reaction mixture containcd 0.2 ml 
of thc cnzyme solution and 0.4 ml of 0.4 
Mbu釘erof various pH. A合erbeing in働
cubated for 13 hours at 40C， the aliquots 
of 0.5 ml were adjllstcd to pH 5.0 with 0.1 
N HCl or 0.1 N NaOH， and were filled 
up to 1.5 ml with 0.1 M acetate bllffer， 
pH 5.0. The aliquot of 0.2 ml from each 
mixturc was subjected to activity assay 
(see footnote of Fig. 1)， except that 20 
mM Z-glll-tyr in 0.1 M acetate bl汀er，
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Temperatllre ('C) 
Effcct of Temperaturc on Activity of 
Cathcpsin A (F-II). 
The reaction mixture containcd 0.2 ml 
of the enzyme Sollltion， 0.4 ml of 10 mM 
Z幡gl11-tyrin 0.1 M acctate blfTer， pH 5.0， 
and 0.4 ml of 0.1 M acetate bllffer， pH 
5.0， ina total volume of 1.0 ml. A仕er
being incllbated for 60 minlltes at varIols 
tempcratures， the reaction mixtllre was 
sllbjected to activity assay (see footnote 
ofFig.I). 
o '20' 3'0 40 5'0 6'0 70 
Tempcl'alllre ('C) 
Fig. 8. Thermal Stability of Cathepsin A (F-II). 
Thc mixture containing 0.2 ml of the 
enzyme Sollltion and 0.4 ml of 0.1 M 
acetate bllffer， pH 5.0， was preincllbated 
for 60 minlltes at variolls temperatllres 
and then chilled rapidly. The mixtllre 
was sllbjected to activity assay (see fo・



















f.'-; 30 60 
Reaction Time (min) 
90 
Time Course of Hydrolysis of Z-GllトTyrby Cathepsin A (F-II). 
The reaction mixture containing 1.0 ml of the cnzymc solu-
tion， 2.0 mlof 0.1 M acetat巴 buffer，pH 5.0， and 2.0 ml of 10 
mM Z-glu-try solution， pr王5.0，in a tota1 vo1ume of 5.0 ml， 
were incubated at 3rc. At lO-minute intervals， aliquots of 
0.5 ml of the reaction mixture were subjected to activity assay 
(se footnote of Fig. 1). 
7. 合成 dipeptideの誘導体に対する作用
cathepsin A (F-II)の種々の合成 dipeptide誘導体に対する作用を総べた. それらの結来は
Table 1 にまとめて示した.今回用いた 5種類のベプタイドのうちでは， Z-glu-tyrが最もよく
加水分解された.C-末端が同じ L-phenylalanineであっても， C…末端から数えて2番目のアミ
ノ酸残基が L-glutamicacidから glycine~乙変わると，加水分解率が 100 矢づから 56 必へと低下し
た.C-末端rcL…leucineや L…prolineをもっ合成 dipeptiderc対して， cathepsin A (F-II)はそ
れぞれ35必， 2696しか加水分解しなかった.
8. 基斑:濃度依存性
cathepsin A (F-II) ~とよって最もよく加水分解を受けた Z-glu-tyr と Z…glu-phe について
Lineweaver-Burl王plotによって，それらの基質l乙対する Km~疫を求めた.それらの結果は Fig.
10とFig.11 ~t示した. Z-glu-tyr ~t)討する Km 値は1.5mM であり， Z-glu-phe ~乙対する Km
僚は 3.2mMとそれぞれ算出された.
9. 各種限欝部の影響
cathepsin A (F -II)の Z…glu-tyr加水分解に及ぼす各穆阻害剤の影響について調べた.それら
の結果を Table2にまとめて示した.HgC12とmonoiodoaceticacidはほとんど安全に cathep-
sin A (F-II)を阻害し，また DFPもかなり阻害した.TPCK による cathepsinA (F-II)の阻
害は顕著ではなかった.キレート剤としてま日られている EDTA・2Naや 1，10-phenanthrolineは，
cathepsin A (F -II)にほとんど影響を及ぼさなかった.
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Table 1. Hydrolysis ofVarioωDipeptide Derivativcs by Cathepsin A (F-II). 
L-amino acid 
dipeptides rcaction released hydrolysis 
tllne (μmoles) (%) 
Omin O O 
Z句Glu附Tyr 45 min 0.093 19 
90 min 0.171 34 
16 hrs 0.498 100 
o min O O 
Z-Glu-Phe 45 min 0.343 69 
90 min 0.4-74 95 
16 hrs 0.521 104 
Omin O O 
Z-Gly-Phe 45 min 0.027 5 
90 min 0.046 9 
16 hrs 0.282 56 
o min O O 
Z司Gly-Leu 45 min 0.042 8 
90 min 0.071 14 
16 hrs 0.174 35 
o min O O 
ZωGly揃Pro 45 min O 。
90 min 0.015 3 
16 hrs 0.130 26 
The reaction mixturc containing 0.5 ml of the enzyme solution， 1.0 ml of 0.1 l'，1 acetat巴buffer，
pH 5.0， and 1.0 ml of 10 mM substrate solution was incubated at 370C for various time. Alト













Fig. 10. Lineweaver-Burk Plot of Z司Glu幡TyrConcentration against Activity of Cathcpsin 
A (F-II). 
The reaction mixtures containing 0.4 ml of the enzyme solution， 0.8 ml of 0.1 M 
acetate buffer‘， pH 5.0， and 0.8 ml of various Z暢glu-tyrin 0.1 M acetate buffer， 
pH5ムina total volume of 2.0 ml， w巴reincubat巴dat 370C. At various time， 
aliquots of 0.5 ml of the reaction mixture wer巴 sゆ ectedto acti vi ty a悶 y(see 
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Fig. 11. Lineweave1"・Bu1'kPlot of Z欄Glu-PheConccntration against Activity of Cathepsin 
A (F-II). 
The method of cnzyme activity assay was simila1' to that c1escribcd in Fig. 10， 
except fo1' the use of Z舗glu明pheas a substratc. 
Table 2. Effects ofVarious Inhibito1's on Activity of Cathepsin A (F-II). 
residual activity (%) 
inhibitors concent1'ation 
(M) after 30 min after 60 min 
None 100 100 
DFP 3 X 10-4 22 15 
3 X 10-3 2 5 
Iodoacetic acid 3 X 10-2 1 10 
3x 10-1 O O 
HgC12 3x 10ベ O O 
3x 10同 3 O O 
TPCK 3 X 10-5 92 93 
3 X 10-4 65 61 
EDTA 3 X 10-4 92 92 
3 X 10-3 100 96 
1， 10-Phenanth1'oline 3 X 10-4 91 90 
3 X 10-3 92 92 
The enzyme solution (0.2 ml) was preincubated in 0.2 ml of 0.1 M acetate buffer， pH 5.0， 
ancl various concent1'ation of inhibitor in a total volume of 0.6 ml fo1' 30 minutes 01' 60 minutes 
at 370C. By adding 0.4 ml of 10 mM Z-glu-ty1' solution to the preincubation mixtu1'e， the 
enzyme activity was assayed (see footnote of Fig. 1). 
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考
ヤザイカ肝臓から，州出， {流安分別， CM -celluloseカラムクロマイトグラフィー， Sephadex 
G-100ゲノレクロマトグラフィーによって cathepsinA (F -Il)の部分的精製を行った.部分的に
総製された cathepsinA (F-II)標品は，組際業溶液l乙比べて約100倍の比活性を示した.
粗酵素溶液の CM-celluloseカラムクロマトグラブィーにふ、いて， pH5.0で Z-glu-tyrI乙対し
て加水分解活性を有する 2つの活性閥分が見い出された. それらをそれぞれcathepsinA (Fーむ
とcathepsinA (F -II)と呼んだ. Sephadex G…200を用いたゲノレろ過法にもとずいてそれらの
分子量を調べた結果，前者は約107，000，後者は約58，000と算出された. 従って cathepsinA 
(F-I)とcathepsinA (F -Il)とは互いに分子設を災・にする際議タンパク質であると考えられる.
cathepsinAの分子震に関して，スルメイカ肝臓のものが約100，0007)，コイ筋肉のものが34，0008)， 




焦点電気泳動法によって測定した cathepsinA (F-Il)の等屯点 (pI)は5.1であり，この伎は
陸せい動物の組織から調製された cathepsinAの等電点とほぼ一致した .3)，4)cathepsin A (F-II) 
の最適 p狂は4.6-5.2であり，臨せい動物の cathepsinAのそれよりも 0.5-1.0 unit 低かっ
た 3)，4)
基質特異性l乙関して， cathepsin A (F-II)は C-末端に芳香族アミノ酸残基を有する dipeptide
誘導体に対して特異性が高かった.また， C-末端が芳香族アミノ酸残基であっても， C-末端か
ら2番自のアミノ酸成基が L-glutamicacidが glycineI乙変わると， cathepsin A (F-II)による
加水分解率が約1/21C低下した.これらの事実から， carbobenzoxy-dipeptide誘導体にかいてC-
末端から 2番目のアミノ酸残恭も酵素・器質複合体の形成lζ何らかの関与をしているものと考え




cathepsin A (F-II)のZ-glu-tyrK対する Km値は1.5mMであり， Z-glu-phe ICx泣するそ
れは 3.2mMであった.
cathepsin A (F-II)は pH5.0で HgC12 によって完会に阻害され，また monoiodoaceticacid 
lとよっても著しく阻害された.また， p-chloromercuriebenzoate による阻害が定性的ではあるが
認められた.これらの事実から， cathepsin A (F-lI)の活性発裁に cysteine残基が関与してい
ると忠われる.さらに， cathepsin A (F-lI)は 3mMDFPの存在下で95-9896阻害されたこ
とから serine残基も本酵素の活性発現に寄与していると考えられる.chymotrypsinの活性中
心の His57を修飾することが知られている TPCK11lによっては， cathepsin A (F -I)は著し
くは担-tきされなかった.EDTA・2Naと1，10…phenanthrolineによって， cathepsin A (F-Il)は
ほとんど阻害されなかったことから， cathepsin A (F -Il)は CpaseA のような活性中心に金属
を含む酵素ではないと考えられる.最近，コイ筋肉 cathepsinAが s-merca ptoethanol によっ





ヤリイカ ，Dorytheuthis bleekeri，の日干部長の cathepsinA は， CM-celluloseカラムクロマトグラ
フィーによって2つの活性磁分 (F-Iと F-II) ![分離された.ホモジナイズ，硫安分別， CM-
celluloseカラムクロマトグラフィ-;b'よび SephadexG…100ゲ、ノレクロマトグラフィーによって，
cathepsin A (F…II)を約100倍応部分的に精製した. Sephadex G-200を用いたゲノレろ過法によ
って算出された cathepsinA (F -II)の分子ゴ立は約58，000であった.なか， cathepsin A (F -1)の
分子翠は約107，000と算出された.carrier ampholyte (pH 3.5-10)を周いた焦点電気泳動法によ
って測定された cathepsinA (F-II)の等電J訟は5.1であった. 本酵素は pH4.9-5.6の範閉で
安定であり， Z-glu-tyrの加水分解にかける;段滋ip廷は4.6-5.2の範殴に存在した.本苦手議は Z-
glu-tyr， Z-glu-phe J，'よび Z-gly-pheのような dipeptide誘導体の加水分解は触媒したが， Z… 
gly-leuとZ-gly-proはほとんど加水分解しなかった.Z-glu-tyrとZ-glu-phe!ζ対する Km依
は， 0.lM酢酸綬径I液， pH5.0，370Cという条件下で，それぞれ， 1.5mMと3.2mMであった.
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